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論文内容要旨
 cyclin-dependentkinase(CDK)inhibitorであるp27副は細胞周期のG1期からS期への
 移行を制御し,細胞の増殖を抑制する。乳癌などの各種癌組織においてp27棚の発現低下を認
 め,p27嗣は予後規定因子の一つと考えられている。各種癌細胞においてp27剛の強発現はア
 ポトーシスを誘導することが〃鐸〃roの実験で認められること,ヌードマウスモデルでアデノウ
 イルスp27に強い抗腫瘍効果が認められていることから,p27棚を標的とした癌治療が注目さ
 れている。最近になりp27棚は細胞周期だけでなく細胞の遊走・浸潤,血管新生にも関与して
 いることが報告されたが,その機序に関しては明らかとなっていない。また癌細胞において直接
 的にp27嗣が浸潤を抑制しているという報告はなされていない。
 一方,細胞外基質を消化するmatrixmetalloproteinases(MMPs)は細胞の遊走・浸潤関連
 因子のなかで重要なもののひとつであるが,なかでも癌浸潤に関しては基底膜の主成分であるIV
 型コラーゲンを消化するMMP-2およびMMP-9がより重要な因子であると考えられている。
 今回,申請者はp27酬が直接的に癌細胞の浸潤を抑制するかどうか,さらに癌浸潤に直接的
 に関与するのであれば,p27岬はMMP-2やMMP-9の発現とも関連している可能性があるこ
 とに着目し,新規p27棚の機能を求め本研究を行った。
 本研究は,乳癌細胞株MDA-MB-231において,p27transfectants(MDA-MB-p27)を作
 製することにより,p27嗣の発現増加が癌浸潤に及ぼす影響を,およびp27κ一'"の発現増加が
 MMP-2,MMP-9の発現に関わるか否かを検討することを目的とした。
 樹立したMDA-MB-p27における細胞増殖能をトリパンブルー溶液を用いたcellcounting法
 で,細胞周期をフローサイトメトリーで検討した。親株と比較しMDA-MB-p27は,細胞増殖
 や細胞周期において明らかな変化を認めなかった。この結果は,以下に行った実験結果が細胞の
 viability及び増殖能の低下に依存していないことを示すものである。
 p27棚の発現増加による浸潤能の変化をマトリゲルインベージョンアッセイ法で検討した。
 親株に比べてMDA-MB-p27では癌浸潤能が著明に抑制された(p<0.0001)。この結果から,
 p27κ'ρ'が直接的に癌細胞浸潤に関与することが示された。
 MDA-MB-p27におけるMMP-9の変化に関しては,細胞内の蛋白発現レベルをウェスタン
 プロット法で,細胞培養液中の活性型MMP-9をEnzyme-1inkedimmunosorbentassays
 (ELISA)で,MMP-9のmRNAレベルの変化をリアルタイム定量RT-PCR法で検討した。ウェ
 スタンプロット法では親株に比べMDA-MB-p27において明らかなMMP-9発現の減少を認め
 た。ELISAでは親株に比べMDA-MB-p27において細胞培養液中の活性型MMP-9の有意な減
 少を認めた(p<0.05)。リアルタイム定量RT-PCR法では親株に比較してMDA-MB-p27で
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 MMP-9のmRNAレベルの有意な減少を認めた(pく0.005)。これより,p27κf∫"はmRNAレベ
 ルの変化を介してMMP-9の発現を調節していることが示された。
 MMP-2においてはウェスタンプロットで発現を検討したが,親株とMDA-MB-p27の問に
 明らかな発現の差を認めなかった。
 本研究において,p27岬は癌浸潤抑制に直接的に関与し,その抑制効果が著明であること,また
 p27嗣はMMP-9の発現をmRNAレベルで調節していることが明らかとなり.このp27}発
 現増加による癌浸潤抑制効果の機序としてMMP-9の減少が関与していることが示唆された。
 しかしながら,p27嗣が他の癌浸潤関連因子と連動する可能性もあり,p27棚の癌浸潤抑制機
 能の機序の解明には他の癌浸潤関連因子の検討も必要である。またp27姻とMMP-9の相互作
 用は確認できたが,p27}がMMP-9を調節するシグナル伝達経路は不明である。本研究は,
 p27}が癌浸潤に関して重要な機能を持つことを示し,p27棚が各種癌の予後規定因子となっ
 ていることを裏付けるものである。
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 審査結果の要旨
 p27嗣はcyclin-dependentkinaseinhibitorであり,細胞周期のG1期からS期への移行を制
 御し,細胞増殖を抑制する。各種癌組織においてp27剛の発現低下を認め,p27制は各種癌の
 予後規定因子の一つであると考えられている。最近,p27例は細胞の遊走,浸潤,血管新生にも
 関与していることが示唆されているが,その機序に関しては明らかになっておらず,またp27剛
 が直接的に癌細胞の浸潤を抑制するという報告はない。一方で,matrixmetalloproteinases
 (MMPs)は細胞外基質を消化し,細胞の遊走・浸潤関連因子のなかで重要な役割を果たしてい
 るが,なかでも癌浸潤においてはMMP-2およびMMP-9のIV型コラゲナーゼがより重要であ
 るといわれている。以上の背景をふまえ,本研究はp27捌が直接的に癌細胞浸潤を抑制する可
 能性,またp27馴がMMP-2,MMP-9の発現に関与する可能性があることに着目した。
 乳癌細胞株MDA-MB-231においてp27stabletransfectant(MDA-MB-p27)を作製し,
 p27馴の発現増加による癌細胞浸潤能の変化をMatrigehnvasionassay法で検討した。親株
 と比較してMDA-MB-p27では癌浸潤能が著明に抑制された。このことから,p27"F'が直接的
 に癌細胞浸潤に関与することが明らかとなった。次にMDA-MB-p27におけるMMP-9の変化
 については,細胞内蛋白発現レベルをwestemblot法で,細胞培養液中の活性型MMP-9の定
 量をELISAで,mRNAレベルをリアルタイム定量RT-PCR,法で検討した。westemblot法で
 は親株に比べMDA-MB-p27においてMMP-9の発現減少を認めた。ELISAでは親株に比べ
 MDA-MB-p27において活性型MMP-9の有意な減少を認めた。リアルタイム定量RT-PCR法
 では親株に比べMDA-MB-p27においてmRNAレベルの有意な減少を認めた。以■一hからp27綱
 の発現増加はmRNAレベルの減少を介してMMP-9の発現を減少させることが明らかとなった。
 MMP-2に関してはwes七emblot法にて検討したが,親株とMDA-MB-p27の問に明らかな発
 現の変化を認めなかった。p27剛の癌浸潤抑制の機序にMMP-9の減少が関与していることが示
 されたが,他の因子の関与の可能性もあると考察している。
 本研究はp27剛の発現増加がMMP-9の発現を減少させ,癌細胞浸潤を抑制するという新知
 見を明らかにし,p27剛が各種癌の予後規定因子の一つとなっていることを裏付けた点で,非常
 に意義深く,学位論文に値する重要な研究といえる。
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